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ABSTRAK
Bahan pengencer yang biasa digunakan untuk kriopreservasi
spermatozoa berasal dari produk hewani seperti kuning telur. Kuning
telur mengandung kolesterol, fosfolipid, dan low density protein
yang dapat mencegah pembentukan kristal es sehingga melindungi
integritas membran plasma terhadap kejutan dingin selama proses
kriopreservasi. Namun, penggunaan kuning telur menimbulkan
kekhawatiran terutama potensi peningkatan kontaminasi mikroba
dan agen penularan zoonosis. Kedelai merupakan produk protein
nabati yang sering digunakan sebagai pengemulsi dalam produksi
makanan untuk manusia dan berfungsi sebagai pelindung dari
kejutan dingin sama halnya low density lipoprotein pada kuning
telur. Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan
bahan pengencer berupa sari kedelai untuk kriopreservasi
spermatozoa menghasilkan kualitas yang sama atau bahkan lebih
baik dibandingkan dengan bahan pengencer berbasis kuning telur.
Konsentrasi sari kedelai yang optimal pada bahan pengencer untuk
kriopreservasi spermatozoa berkisar 0,81,5%.
Kata kunci: kedelai, kuning telur, pengencer, kriopreservasi,
spermatozoa
ABSTRACT
The extenders commonly used for cryopreservation of spermatozoa
are based on animal products such as egg yolk. Egg yolk contains
cholesterol, phospholipid and low density protein which prevent
the formation of ice crystals and protect the integrity of plasma
membrane during cryopreservation process. Furthermore, egg
yolk increased the risk of microbial contamination and related to
the possible transmission of zoonotic agents. Soybeans are the
products of vegetable protein which is often used as an emulsifier
in the production of food for humans and serves as a protection
from the cold shock as well as low density protein in egg yolk.
Several studies showed that soybean extenders for cryopreservation
of spermatozoa produce the same quality or even better than the
egg yolk based extenders. The optimal concentration of soybean
in the extenders for cryopreservation of spermatozoa was 0.81.5%.
Keywords: Soybean, egg yolk, extender, cryopreservation,
spermatozoa
PENDAHULUAN
Penggunaan kriopreservasi semen pada aplikasiteknologi inseminasi buatan (IB) memiliki banyak
keuntungan dalam bidang peternakan, terutama dalam
program pemuliaan (Salamon dan Maxwell 1995).
Penggunaan semen beku untuk IB dapat melindungi
hewan jantan dari stres akibat transportasi untuk program
perkawinan, mencegah risiko penularan penyakit, dan
mendukung pelestarian materi genetik ternak bernilai
tinggi (Silva et al. 2000). Namun untuk beberapa ternak,
proses preservasi spermatozoa masih menjadi masalah,
terutama selama tahapan pembekuan. Tahapan tersebut
mengakibatkan perubahan biologis dan fungsional pada
spermatozoa (Oliveira 2002; Ortega et al. 2003).
Komposisi bahan pengencer yang digunakan untuk
kriopreservasi semen diharapkan mampu melindungi
spermatozoa dari kejutan dingin, mempertahankan
motilitas dan kemampuan fertilitas spermatozoa, serta
menjaga kestabilan membran plasma dan ketersediaan
substrat energi untuk spermatozoa. Hal ini penting untuk
mengurangi efek negatif perubahan pH dan osmolaritas,
mencegah pertumbuhan bakteri, dan melindungi sel-sel
spermatozoa dari kerusakan yang disebabkan oleh proses
pendinginan, pembekuan, dan pencairan kembali
(thawing) (Futino et al. 2010).
Salah satu komponen bahan pengencer yang umum
digunakan adalah kuning telur. Penambahan kuning telur
dalam bahan pengencer dapat melindungi membran
spermatozoa pada saat pendinginan atau pembekuan.
Kandungan lesitin kuning telur yang bersifat membran
coating dapat mempertahankan konfigurasi normal
phospholipid bilayer yang merupakan susunan utama
membran spermatozoa (Amirat et al. 2004). Namun, kuning
telur sebagai komponen bahan pengencer memiliki risiko
kontaminasi mikroorganisme seperti bakteri dan jamur (Gil
et al. 2003).
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Kedelai memiliki kecenderungan terkontaminasi
bakteria lebih kecil daripada kuning telur, mampu menekan
stres oksidatif, dan memiliki bahan-bahan mirip dengan
lesitin pada kuning telur. Hal tersebut memberi peluang
bagi kedelai melindungi cold shock pada saat
kriopreservasi (Aires et al. 2003; Ogbuewu et al. 2010).
Kandungan lesitin dari kedelai merupakan pilihan yang
tepat sebagai sumber lesitin pada bahan pengencer semen
di masa yang akan datang.
FAKTOR PENYEBAB KERUSAKAN
SPERMATOZOA SELAMA PROSES
KRIOPRESERVASI
Faktor utama yang dapat menurunkan kualitas
spermatozoa selama proses kriopreservasi yaitu kejutan
dingin (cold shock), perubahan intraseluler akibat
pengeluaran air yang berkaitan dengan pembentukan
kristal es, peroksida lipid, dan faktor antibeku pada plasma
semen. Kerusakan yang terjadi pada spermatozoa selama
proses kriopreservasi meliputi 1) kerusakan mekanis yang
ditandai oleh kerusakan organel sitoplasma atau pecah
karena ekspansi es, 2) konsentrasi larutan menjadi toksik
akibat dehidrasi dari suspensi media baik intra maupun
ekstraseluler, serta 3) perubahan fisik maupun kimiawi di
antaranya presipitasi, denaturasi, koagulasi protein,
disosiasi ion, dan kehilangan sifat-sifat absorpsi atau
pengikat air (Paulenz et al. 2005).
Kejutan Dingin (Cold Shock)
Kejutan dingin mencakup kerusakan pada membran
seluler dan perubahan fungsi metabolik, yang
kemungkinan disebabkan oleh perubahan susunan
struktur membran (Medeiros et al. 2002). Kejutan dingin
terjadi karena penurunan temperatur secara mendadak
yang berakibat pada penurunan viabilitas sel. Fenomena
kejutan dingin berkaitan dengan fase transisi membran
lipid yang menyebabkan terjadinya fase pemisahan sifat
permeabilitas secara selektif dari membran biologik sel
hidup (Watson 2000). Efek kejutan dingin pada
spermatozoa adalah penurunan aktivitas flagella,
kerusakan organel intraseluler dan membran sel,
penurunan motilitas dan daya hidup, serta perubahan
permeabilitas dan komponen lipid pada membran. Jumlah
spermatozoa motil mengalami penurunan yang disertai
oleh pelepasan enzim, perpindahan ion melewati
membran, dan penurunan kandungan lipid seperti
fosfolipid dan kolesterol yang sangat berperan dalam
mempertahankan integritas membran plasma, serta
penurunan kemampuan spermatozoa untuk mengontrol
aliran Ca2+ (Ogbuewu et al. 2010).
Pembentukan Kristal Es
Pembentukan kristal-kristal es selama proses kriopreser-
vasi menyebabkan terjadinya penumpukan elektrolit di
dalam sel, yang merusak sel secara mekanik. Elektrolit
yang menumpuk akan merusak dinding sel sehingga pada
waktu thawing permeabilitas membran plasma akan
berubah yang menyebabkan kematian sel.
Pembentukan kristal-kristal es kemungkinan
berkaitan dengan perubahan tekanan osmosis dalam
fraksi yang tidak mengalami pembekuan (Watson 2000).
Efek yang ditimbulkan oleh pembentukan kristal-kristal es
adalah penurunan motilitas dan viabilitas spermatozoa,
peningkatan pengeluaran enzim-enzim intraseluler ke luar
sel, dan kerusakan pada organel-organel sel, seperti
lisosom dan mitokondria. Dijelaskan lebih lanjut bahwa
jika lisosom pecah akan mengeluarkan enzim hidrolase
sehingga akan mencerna bagian sel yang lain, sedangkan
mitokondria rusak menyebabkan putusnya rantai
oksidasi. Organel mitokondria berperan sebagai sumber
energi yang akan menggertak mikrotubul sehingga
terjadi pergesekan di antara mikrotubul. Akibatnya
spermatozoa dapat bergerak secara bebas (Gazali dan
Tambing 2002).
Radikal Bebas dan Peroksida Lipid
Radikal bebas yang merupakan senyawa oksigen reaktif
atau reactive oxygen species (ROS) adalah molekul
atau oksidan yang sangat reaktif walaupun derajat
kekuatannya berbeda-beda karena memiliki satu atau lebih
elektron yang tidak berpasangan dalam orbital luarnya.
Senyawa ini dapat bereaksi dengan molekul sel dengan
cara mengikat elektron dari molekul sel tersebut, yang
mengakibatkan reaksi berantai yang menghasilkan radikal
bebas baru, seperti superoksida dismutase (SOD) dan
nitric oxide (NO). Radikal bebas dapat menyebabkan
reaksi berlanjut sampai dihilangkan oleh reaksi dengan
radikal bebas lain atau sistem antioksidan (Zhu et al.
2010).
Tinginya komposisi spermatozoa dengan asam
lemak tidak jenuh memiliki konsekuensi yang tidak
menguntungkan karena menjadi rentan terhadap
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid yang meluas
menimbulkan perusakan oksidatif terhadap asam lemak
tidak jenuh ganda atau lipid yang memiliki lebih dari dua
ikatan kovalen karbon-karbon. Kondisi ini menyebabkan
instabilitas membran karena terputusnya rantai asam
lemak menjadi senyawa yang bersifat toksik yang merusak
membran sel (Gogol and Wierzchos-Hilczer 2009;
Ogbuewu et al. 2010). Efek peroksidasi pada spermatozoa
beberapa mamalia adalah hilangnya motilitas secara
permanen, penghambatan fruktolisis dan respirasi,
pengikatan enzim intraseluler, dan kerusakan struktur
membran plasma, yang berujung pada menurunnya
kemampuan fertilisasi (Anghel et al. 2009).
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Faktor Antibeku pada Plasma Semen
Faktor antibeku yang terdapat dalam plasma semen yaitu
egg-yolk coagulating enzyme (EYCE). EYCE diduga
merupakan enzim fosfolipase A yang disekresikan oleh
kelenjar bulbouretralis.  Apabila enzim ini bereaksi dengan
kuning telur yang terdapat dalam media pengencer
mengakibatkan kematian spermatozoa. Enzim fosfolipase
A menguraikan lesitin dari kuning telur menjadi lisolesitin
dan asam lemak tak jenuh yang bersifat toksik (Paulenz et
al. 2005). Menurut Ari dan Daskin (2010), pembentukan
lisolesitin terjadi karena fosfolipase A memutus gugus R2
dari lesitin yang digantikan oleh asam oleat atau asam
lemak tak jenuh.
PERANAN KUNING TELUR DALAM
BAHAN PENGENCER SPERMATOZOA
Untuk menjamin kebutuhan fisik dan kimia spermatozoa
agar dapat mempertahankan kelangsungan hidupnya
selama proses kriopreservasi maka harus ditambahkan
bahan pengencer. Syarat bahan pengencer antara lain
mengandung unsur-unsur yang hampir sama dengan sifat
fisik dan kimia semen, tidak boleh mengandung zat-zat
yang bersifat racun, baik terhadap spermatozoa maupun
saluran kelamin hewan betina, dan dapat mempertahankan
kemampuan fertilisasi spermatozoa (Purdy 2006). Secara
umum bahan pengencer terdiri atas tiga bagian, yaitu 1)
bahan dasar seperti kuning telur dan susu, 2) bahan
penyangga (bufer), seperti asam sitrat dan tris, serta 3)
bahan tambahan seperti gliserol dan antibiotik (Hafez and
Hafez 2000).
Kuning telur merupakan komponen yang paling
umum digunakan sebagai bahan pengencer sebagai
pelindung membran plasma dan akrosom spermatozoa
terhadap kejutan dingin selama proses kriopreservasi
karena kandungan fosfolipid, low density lipoprotein,
dan kolesterolnya (Watson 2000; Amirat et al. 2004).
Komponen yang berperan aktif dalam mencegah kejutan
dingin dan melindungi membran spermatozoa terhadap
kerusakan selama penyimpanan, pendinginan, dan
pembekuan adalah fraksi dengan berat jenis rendah, yaitu
low density lipoprotein (Moussa et al. 2002; Bergeron et
al. 2007). Low density lipoprotein menyusun sekitar 2/3
dari total bahan padat kuning telur ayam dengan
komposisi 8590% lipid (69% trigliserida, 26% fosfolipid
dan 5% kolesterol) dan 1015% protein (Botham dan
Mayes 2009).
Kuning telur terdiri atas 33% lipid dan antioksidan
yang penting untuk perkembangan embrio. Kandungan
phovitin, ceruloplasmin, ovalbumin, dan ovotransferin
yang terdapat pada kuning telur dapat menghilangkan ion
logam bebas yang dapat mengkatalis produksi reactive
oxygen species (ROS). Protein yang mirip dengan
ekstraselular superoksida dismutase dan plasma glutation
peroksidase pada kuning telur dapat berkontribusi dalam
meningkatkan kapasitas antioksidan (Mann dan Mann
2008). Kuning telur mempunyai sifat sebagai penyangga
tekanan osmotik sehingga spermatozoa lebih toleran
terhadap lingkungan yang hipotonik atau hipertonik
(Khalifa dan El-Saidy 2006).
Fosfolipid kuning telur seperti fosfatidilkolin
berperan penting dalam melindungi membran
spermatozoa selama proses pembekuan. Khasiat utama
kuning telur adalah mengandung lesitin (phosphatidyl
choline) yang bersifat membran coating untuk
mempertahankan konfigurasi normal dari fosfolipid
bilayer yang merupakan susunan utama membran
spermatozoa. Di dalam kuning telur terdapat lesitin yang
dapat mempertahankan motilitas spermatozoa dari kejutan
dingin karena kandungan phosphatidylcholine dan
lesitin dapat melindungi membran plasma dengan cara
mengembalikan kembali fosfolipid yang hilang selama
kejutan panas (Futino et al. 2010). Vishwanath dan
Shannon (2000) melaporkan kuning telur dapat
mengurangi efek toksik dari seminal plasma dan
menyediakan substrat untuk menetralkan H2O2 yang
dihasilkan selama metabolisme spermatozoa.
Penggunaan kuning telur berkisar antara 020%.
Spermatozoa hidup terbaik dihasilkan dari semen beku
dengan konsentrasi kuning telur 10%. Kesuksesan
aplikasi teknologi inseminasi buatan juga dilaporkan
menggunakan semen beku dengan konsentrasi kuning
telur 20% sebagai bahan pengencer (Fontbonne dan
Badinand 1993).
DASAR PERTIMBANGAN
PENGGUNAAN SARI KEDELAI
SEBAGAI BAHAN PENGENCER
Bahan pengencer yang biasa digunakan untuk
pembekuan semen ternak antara lain kuning telur.
Beberapa formulasi bahan pengencer dengan kandungan
kuning telur untuk kriopreservasi spermatozoa ternak
telah banyak dipelajari. Meskipun menghasilkan tingkat
fertilisasi yang baik, penggunaan bahan pengencer
berbasis kuning telur memiliki risiko kontaminasi
mikroorganisme seperti bakteri dan jamur (Gil et al. 2003).
Kontaminasi tersebut mengakibatkan pelepasan
endotoksin yang dapat mengurangi kemampuan fertilisasi
spermatozoa (Bittencourt et al. 2008). Kuning telur
mengandung zat yang menghambat respirasi spermatozoa
yang menurunkan tingkat motilitas (Forouzanfar et al.
2010) dan meningkatkan risiko penularan penyakit melalui
transportasi straw semen beku berbasis pengencer
kuning telur (Beccaglia et al.2009).
Selain itu, viskositas yang lebih besar pada partikel
kuning telur dapat mengganggu penilaian karakteristik
semen secara mikroskopis (Vishwanath dan Shannon
2000). Di sisi lain, masalah bahan pengencer yang
mengandung kuning telur berkaitan dengan enzim dari
bulbouretral asal kelenjar yang disebut egg yolk
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coagulating enzyme (EYCE). Interaksi antara kuning telur
dan enzim ini menghasilkan efek toksik bagi sel
spermatozoa (Purdy 2006). Oleh karena itu, bahan
pengencer yang bebas dari protein hewani telah diuji
dalam beberapa tahun terakhir. Alternatif yang
memungkinkan untuk mengganti komponen bahan
pengencer yang berasal dari hewan untuk pembekuan
semen adalah kedelai. Perbandingan komposisi yang
terkandung dalam kedelai dan kuning telur ditampilkan
pada Tabel 1.
El-Keraby et al. (2010) menyatakan bahwa kedelai
mengandung lesitin lebih tinggi dibanding kuning telur.
Selain itu, kuning telur memiliki kecenderungan
terkontaminasi bakteri lebih besar daripada kedelai.
Lesitin dari kedelai merupakan pilihan yang tepat sebagai
sumber lesitin bahan pengencer di masa yang akan datang
(Aires et al. 2003). Lesitin kedelai memiliki bahan-bahan
yang mirip dengan lesitin pada kuning telur yang
digunakan untuk perlindungan terhadap cold shock pada
saat kriopreservasi (Thun et al. 2002). Roof et al. (2012)
melaporkan interaksi antara egg yolk coagulating enzyme
dan lesitin tidak menghasilkan efek toksik pada
spermatozoa. Kedelai mampu menekan stres oksidatif
(Ogbuewu et al. 2010). Selain itu, kedelai yang belum
maupun yang sudah mengalami penyulingan memiliki
kandungan fosfolipid sebagai komponen utama fraksi
fosfat (Bergeron dan Manjunath 2006; Aku et al. 2007;
Campbell dan Farrel 2007). Kandungan fosfolipid antara
lain fosfatidil kolin 17,50% dan 23,00%, fosfatidil
etanolamin 15,00% dan 20,00%, glikolipid 1316%,
fosfolipid lainnya 1418%, dan trigliserida 24%
(Shurtleff dan Aoyagi 2004).
Kemampuan kedelai (lesitin nabati) sebagai bahan
pengencer menggantikan kuning telur (lesitin hewani)
modifikasi trehalosa (C12H22O11) yang merupakan gula
nonpereduksi golongan disakarida (-D-glukopiranosil-
(1>1)--D-glukopiranosil) dari dua molekul glukosa yang
terikat melalui ikatan -1.1 dan mengandung antioksidan,
serta rafinosa (C18H32O16) yang merupakan gula pereduksi
golongan trisakarida (-D-galaktopiranosil-(1-6)--D-
glukopiranosida--D-fruktofuranosil) dari satu molekul
galaktosa dan glukosa yang terikat melalui ikatan -1.6.
serta satu molekul fruktosa. Bahan ini diduga mampu
menyimpan cadangan energi lebih lama selama proses
penyimpanan di dalam semen cair serta berperan menjaga
stabilitas membran plasma karena berfungsi sebagai
krioprotektan ekstraseluler dan digunakan sebagai dasar
untuk pembuatan semen beku (Bender dan Mayes 2009).
PERANAN SARI KEDELAI SEBAGAI
BAHAN PENGENCER UNTUK
PRESERVASI SPERMATOZOA
Penambahan bahan pengencer dan kriopreservasi
spermatozoa untuk membandingkan berbagai jenis
pengencer dengan sumber lipoprotein dan lesitin yang
berbeda telah banyak dilaporkan. Forouzanfar et al. (2010)
melaporkan motilitas dan viabilitas spermatozoa domba
dari bahan pengencer yang mengandung 1% kedelai lebih
tinggi dibandingkan dengan bahan pengencer yang
mengandung 20% kuning telur. Beberapa penelitian
menunjukkan konsentrasi kedelai yang optimal untuk
kriopreservasi spermatozoa kambing adalah 1,5%
(Salmani et al. 2014). Tingkat optimum kedelai untuk
kriopreservasi spermatozoa kuda (Nouri et al. 2013),
kucing (Vick et al. 2010) dan anjing (Kmenta et al. 2011)
masing-masing 1,25%, 1%, dan 0,8% (Tabel 2).
Penelitian Rezki et al. (2016) menyimpulkan
penambahan pengencer kombinasi antara sari kedelai dan
Tris yang digunakan memiliki hasil yang tidak baik pada
motilitas, persentase hidup abnormalitas, dan daya hidup
sperma sapi pejantan peranakan ongole (PO) Kebumen,
namun dapat mempertahankan konfigurasi normal bentuk
spermatozoa sehingga dapat meminimalkan persentase
abnormalitas. Putra (2012) telah meneliti konsentrasi Tris
sari kedelai yang tepat untuk pengencer semen cair
kambing Peranakan Etawah, yaitu pengencer Tris sari
kedelai dengan konsentrasi 2,50% dan 3,75% lebih baik
dalam mempertahankan motilitas spermatozoa dan
spermatozoa hidup.
Di sisi lain, peningkatan konsentrasi sari kedelai lebih
dari 1,5% pada bahan pengencer mengurangi kualitas
spermatozoa setelah proses pencairan kembali (thawing).
Konsentrasi sari kedelai yang tinggi mengakibatkan
toksik dan menurunnya tekanan osmotik pada bahan
Tabel 1.  Komposisi zat gizi yang terkandung dalam kedelai dan kuning telur.
Kedelai Kuning telur
Zat gizi
Wu dan Wang (2003) Aku et al. (2007) Juneja et al. (1994) Dong et al. (2006)
Fosfatidil kolin (lesitin) (%) 18 17,5023,00 80,80 77
Fosfatidil etanomalin (%) 14 15,0020,00 11,70 18
Glikolipid (%) 11 1316 - -
Fosfolipid lainnya (%) 15 1418 - -
Trigliserida (%) - 24 - -
Lisofosfatidil kolin (%) - - 1,90 -
Sphingomyelin (%) - - 1,90 3
Lemak netral (nonpolar) dan bahan lain (%) 37 - 3,70 -
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pengencer, sehingga motilitas dan viabilitas spermatozoa
menurunan (Forouzanfar et al. 2010), termasuk
kemampuan fertilisasi spermatozoa (Wagtendonk-de
Leeuw et al. 2000).
Perbedaan ini berkaitan dengan komposisi membran
plasma spermatozoa yang berbeda antarspesies yang
berpengaruh pada jumlah sari kedelai yang diperlukan
dalam bahan pengencer (Bencharif et al. 2008). Faktor lain
yang mempengaruhi konsentrasi optimum sari kedelai
dalam bahan pengencer adalah konsentrasi protein pada
seminal plasma yang berperan menutupi membran
spermatozoa dan menginduksi kolesterol dan fosfolipid
membran spermatozoa (Manjunath et al. 2002).
Konsentrasi protein pada seminal plasma membutuhkan
lesitin kedelai yang tinggi untuk menyerap protein di
seminal plasma dan berfungsi melindungi spermatozoa
dari kejutan dingin (Bergeron dan Manjunath 2006).
KESIMPULAN
Kedelai merupakan protein nabati yang dapat digunakan
sebagai pengganti kuning telur dalam bahan pengencer
untuk preservasi spermatozoa untuk mencegah
kontaminasi mikroorganisme. Komposisi yang
terkandung dalam kedelai mirip dengan kuning telur.
Penggunaan bahan pengencer berbasis kedelai untuk
preservasi spermatozoa menghasilkan kualitas yang sama
atau bahkan lebih bagus dibandingkan kuning telur.
Konsentrasi sari kedelai yang tinggi mengakibatkan
toksik dan menurunnya tekanan osmotik pada bahan
pengencer, sehingga motilitas dan viabilitas spermatozoa
menurun, termasuk kemampuan fertilisasi spermatozoa.
Konsentrasi sari kedelai yang optimal pada bahan
pengencer untuk kriopreservasi spermatozoa berkisar
antara 0,8–1,5%.
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